Prognostic Importance of Bcl-2 Expression in Colon Cancer
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Ozet

Amag: Kolon kanserinde lezyonun patolojik ve anatomik 6zellikleri kullanilarak
olusturulan TNM siniflamasi gtinimiizde adjuvan tedavi kararinda en 6nem-
li etkendir. Kuratif cerrahi rezeksiyona ragmen erken evre hastalikta %20-30
niiks olabilmektedir. Bu nedenle hastalarda anatomik ve patolojik 6zelliklere
dayali TNM siniflamasinin yeterliligi tartismalidir. Son yillarda ise timorlerin
anatomik ve patolojik 6zelliklerinin yaninda molekiiler ézelliklerinin de biyo-
lojik davranisi ve tedaviye yaniti belirleme de 6nemli oldugu tartigiimaktadir.
Calismamizda kolon kanserinde Bcl-2 ekspresyonunun diger bilinen patolo-
jik prognostik faktorlerle iliskisi arastiriimistir. Gereg ve Yontem: Klinigimizde
takip edilen hastalar ¢alismaya alindi. Bcl-2 ekspresyonu immiinohistokimya-
sal yontemle arastirildi. Bulgular: Calismaya 19'u (%36.5) kadin, 33'ii erkek
(%63.5) toplam 52 hasta alindi. Bcl-2 ekspresyonu 7 hastada (%13.5) pozi-
tif, 45 hastada (%86.5) ise negatif olarak degerlendirildi. Bcl-2 ekspresyonu
ile cinsiyet, evre, bolgesel lenf nodu tutulumu, uzak metastaz varligi ve histo-
lojik derece arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski tespit edilmedi. Tartis-
ma: Calismamizda Bcl-2 ekspresyonunun, istatistiksel anlamliliga ulasmasa
da erken hastalikla ilgili oldugu yoniinde bulgular elde ettik. Bcl-2 kolay erisi-
lebilir, ucuz ve kullanimi kolay bir prognostik belirtectir. Kolon kanserli hasta-
larinin prognozunu belirlemede Bcl-2'nin immunohistokimya ile ekspresyonu-
nun gosterilmesinin roliiniin olabilecegini diisiiniyoruz.
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Abstract

Aim: TNM classification, that had been established according to pathologic
and anatomic characteristics of the lesion , is the most important factor
in decision of adjuvant therapy in colon cancer. Despite curative resection,
recurrence can ocur with a rate of 20-30% in early stage disease. Therefore
efficieny of TNM classification is controversial. In recent years ,significance
of molecular characteristics of the tumors besides their anatomic and
pathologic characteristics in determining the biological behaviour and
response to treatment have been discussed. In our study, relation between
expression of Bcl-2 and the other known prognostic factors in colon cancer
had been searched. Material and Method: Patients who had been followed up
in our clinic were enrolled in this study. Expression of Bcl-2 was searched by
immunohistochemical method. Results: A total of 52, 19 (%36.5) female and
33 (%63.5) male patients were enrolled in this study. Bcl-2 expression was
found positive in 7 (%13.5) and negative in 45 (%86.5) patients. Statistically
no significant relationship was found between Bcl-2 expression and sex,
stage, regional lymph node involvement, presence of distant metastasis
and histologic grade. Discussion: In our study, although not in a statistical
significance, we found that Bcl-2 expression is related to early stage disease.
Bcl-2 is a low-priced and easily accessible prognostic marker. We think that
establishing expression of Bcl-2 by immunohistohemistry may play a role in
determining prognosis of patients with colon cancer.
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Giris

Kolon kanseri sik gortilen ve ciddi mortalite ile seyreden bir has-
taliktir. Diinya genelinde meme kanserinden sonra ikinci siklik-
ta rastlanmaktadir [1] . Tirkiye'de ise 2006 verilerine gore go-
rilme sikhgr kadinlarda ikinci , erkeklerde ise 5. siradadir [2].
Kolon kanserinin prognozunu tahmin etmeye yénelik calismalar
glincelligini korumaktadir. AJCC’in (The American Joint Commit-
tee on Cancer) 7. edisyonunda daha 6nceden bilinen preoperatif
CEA yiksekligine, rezidu lenf nodu 6zellikleri tasimayan ve karsi-
nomun infiltratif sinirtyla devamliligi olmayan satellit timor de-
pozitleri, neoadjuvan kemoterapi sonrasi timar regresyonu, sir-
kiimferensiyal cerrahi sinir, mikrosatellit instabilite (MSI), peri-
noéral invazyon (PNI), lenfovaskiiler invazyon (LVi) ve KRAS mu-
tasyon durumu eklenmistir [3].

Normal kolon epitelinden invaziv karsinom gelisme siireci 7-12
yil arasindadir [4]. Bu siirecte genetik ve epigenetik bircok fak-
tor rol oynamaktadir. Apopitoziste rol oynayan mekanizmalar bu
faktorlerden birisidir. Bcl-2 geni ilk defa t(14;18) translokasyo-
nun gosterildigi B hticreli folikiiler lenfomal hastalarda tanim-
lanmistir ancak ekspresyonu bu translokasyona bagli degildir.
Bcl-2 apopitozu inhibe ederek hiicrenin yasam siresinin uzama-
sina ve mutajen faktorlerle daha fazla kargilasmasina neden ol-
maktadir. Birgok ¢alismada Bcl-2 ekspresyonu ile degisik malig-
nitelerin sag kalimi arasinda iliski gosterilmistir [5]. Kolon kan-
serinde Bcl-2 ekspresyonunu arastiran ¢alismalarda ekspresyon
orani %31 ile %70 arasinda degismektedir [6].

Calismamizda kolon kanserinde Bcl-2 ekspresyonunun diger bili-
nen patolojik prognostik faktorlerle iliskisi arastiriimistir.

Gereg ve Yontem

Hasta secimi

Antalya Egitim ve Arastirma Hastanesinde 2008-2010 yillar
arasinda takip edilen ve histopatolojik olarak tani konulan ko-
lon kanserli hastalar calismaya alindi. Goériintileme yontemleri
ve klinik olarak evrelendirme calismalari yapiimis olan hastalar
7. AJCC evreleme sistemine gore evrelendirildi. Hasta dosyala-
ri taranarak yas, cinsiyet, hastaligin evresi gibi demografik bil-
giler elde edildi. Histopatolojik tanisi olmayan hastalar, tedavi-
si baska merkez tarafindan baslanmis ve merkezimizde tedavisi
devam eden hastalar calisma disi birakildi.

Immiinohistokimya

Cerrahi veya endoskopi sonrasi elde edilen timor érnekleri is-
lemden hemen sonra %10 formaldehit icinde fikse edidi. Doku
takibi sonrasi 6rnekler parafine gémiildi. Parafin bloklar 4 pm
kalinhginda kesildi ve ilk olarak hemotoksilen ve eozin ile boya-
narak degerlendirildi. Kesitler etiivde 60°C de 1 saat deparafi-
nize edildi. Daha sonra ksilende 10 dakika, %100’lik alkolde 5
dakika bekletildi ve su ile yikandi. Lamlar %10’luk sitratla tam-
ponlanmis soliisyon icinde mikrodalgada maksimum giicte (800
watt) 15 dakika bekletildi. Daha sonra giic yariya disurtilerek 20
dakika daha mikrodalgada bekletildi. Mikrodalgadan cikarilan
lamlar oda sicakliginda 20 dakika tutuldu. Endojen peroksidaz
aktivitesi %3’luk hidrojen peroksitte 20 dakika bekletilerek gide-
rildi. Distile su ile yikanan lamlara 3x5 PBS uygulandiktan sonra
tzerlerine protein blokaji damlatildi. Bes dakika sonra blokaj yi-
kanmadan lamlarin tizerine Bcl-2 antikoru damlatildi. Primer an-
tikorda 30 dakika bekletildikten sonra fosfat ile tamponlanmis

saline (PBS) alinarak 5 dakika yikandi. Daha sonra biyotinlenmis
sekonder antikor ile 20 dakika muamele edildi ve PBS'de 5 da-
kika yikandi. Peroksidaz konjuge antikor ile 20 dakika bekletildi.
PBS’de yikami islemi siire yine 5 dakika olacak sekilde tekrarlan-
di. Kromojende (DAB) 5 dakika bekletildi. Musluk suyu altinda yi-
kanan lamlarda hematoksilen ile karsit boyama yapildi. Dehidra-
te edildi, kurutuldu ve entellan ile kapatildi.

Orneklerin boyanmasinda Bcl-2 onkoproteini, liyofilize fare mo-
noklonal antikoru (clone100/D5, 1:50, Thermo Scientific, Fre-
mont, ABD) kullanildi. Boyama sonrasinda érnekler Nicon Eclip-
se 80i mikroskopunda incelendi.

immiinohistokimyasal skorlama

Ornekler yiiksek oranda ekspresyon gésteriyorsa diisiik biyiitme
ile degerlendirildi. Disuk ekspresyon veya negatif sonuclar ise
yiiksek biiyiitme ile incelendi. Orneklerdeki pozitif tiimér hiicre-
lerinin ekspresyon oranlari hastalarin klinik 6zelliklerini bilmeyen
iki farkli patolog (AS, DS) tarafindan degerlendirildi. Bcl-2 eks-
presyonlari hiicrelerin (nikleer) membranéz ve sitoplazmik bo-
yanmalarina gére degerlendirildi. Orneklerde %10'dan fazla bo-
yanma pozitif, %10 ve daha az boyanma ise negatif olarak ka-
bul edildi. (Resim 1-2)

Resim 1. Bcl-2 negatif timor hiicreleri

Resim 2. Bcl-2 pozitif timor hiicreleri
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istatiksel Analiz

istatiksel analiz SPSS (Statistical Package for the Social Scien-
ces) 13.0 yazilim programi kullanilarak yapildi. Bcl-2 ekspresyo-
nuna gore cinsiyet, evre, bélgesel lenf nodu tutulumu, uzak me-
tastaz varligi ve histolojik derece durumu capraz tablolar kulla-
nilarak verildi. Gruplar arasindaki farklar Ki-kare testi kullanila-
rak incelendi. Anlaml p degeri <0,05 olarak kabul edildi.

Sonuc

Calismaya 19'u (%36.5) kadin, 33’l erkek (%63.5) toplam 52
hasta alindi. Hastalarin ortalama yasi 59.8+13.5 (26-82 yas) idi.
Hastalarin 51’inde (%96.2) adenokarsinom tespit edilirken bir
hastada miisinéz adenokarsinom ve bir hastada tasl yiiziik hiic-
reli karsinom tespit edildi.T1 hastalik hastalarin hicbirinde tes-
pit edilmezken T2 hastalik 6 hastada (%11.6) T3 hastalk 39
hastada (%75), T4 hastalik 6 hastada (%11.5 ) saptandi. Bol-
gesel lenf nodu metastazi 22 hastada (%42.3) pozitif olarak, 30
hastada (%57.7) negatif olarak gosterildi. Uzak organ metasta-
ziI 8 hastada (%15.4) gosterilirken 44 hastanin (%84.6) metas-
tatik hastalig1 yoktu. Hastalar evrelerine gore degerlendirildi-
ginde hastalarin birinde evre 1, 15’inde (%28.8) evre 2, 28’inde
(%53.8) evre 3, 8'inde evre 4 hastalik saptandi. Histolojik de-
rece acisindan hastalarin érnekleri degerlendirildiginde; 4 has-
tada (%7.7) derece 1, 41 hastada (%78.8) derece 2, 7 hastada
(%13.5) derece 3 lezyon tespit edildi. 14 hastada lenfositik ya-
nit (%27.5), 18 hastada perindral invazyon (%35.3) ve 33 hasta-
da lenfovaskiiler invazyon (%63.5) saptandi.

Bcl-2 ekspresyonu 7 hastada (%13.5) pozitif, 45 hastada
(%86.5) ise negatif olarak degerlendirildi. Bcl-2 ekspresyonu ile
cinsiyet, evre, bolgesel lenf nodu tutulumu, uzak metastaz varli-
g1 ve histolojik derece arasinda istatistiksel olarak anlaml iliski
tespit edilmedi. (Tablo 1)

Tablo 1. Bcl-2 ekspresyonuna gore hasta gruplari

Bcl-2 negatif ~ Bcl-2 pozitif P degeri
Cinsiyet p:0.709
Kadin 16 (%35.6) 3 (%42.9)
Erkek 29 (%64.4) 4 (%57.1)
Yas 59.1+13.4 64.4+13.8
Evre p:0.641
Evre 1 1 (%2.2) 0
Evre 2 14 (%31.1) 1(%14.3)
Evre 3 24 (%53.3) 4 (%57.1)
Evre 4 6 (%13.3) 2 (%28.6)
Lenf nodu durumu p:0.429
metastatik 20 (%44.4) 2 (%28.6)
nonmetastatik 25 (%55.6) 5 (%71.4)
Uzak metastaz p:0.299
Negatif 39 (%86.7) 5 (%71.4)
Pozitif 6 (%13.3) 2 (%28.6)
Histolojik Derece p.0.693
Derece 1 4 (%8.9) 0
Derece 2 34 (%75.6) 7 (%100)
Derece 3 7 (%15.6) 0
Tartisma

Kolon kanserinde lezyonun patolojik ve anatomik 6zellikleri kul-

lanilarak olusturulan TNM siniflamasi giinimiizde adjuvan te-
davi kararinda en énemli etkendir [7]. Uzak metastazi olmayan
ve bolgesel lenf nodu tutulumu olmayan hastalarda cerrahi re-
zeksiyon kiratif tedavi secenegidir. Kuratif cerrahi rezeksiyo-
na ragmen erken evre hastalikta %20-30 niks olabilmektedir.
Bu nedenle hastalarda anatomik ve patolojik ézelliklere daya-
I TNM siniflamasinin yeterliligi tartismalidir [8]. Literatirde ko-
lon kanserinde prognozu belirlemeye yonelik calismalar popiiler-
ligini korumaktadir ve cok sayida parametre su ana kadar aras-
tinlmistir. Bu parametrelerin cogu prognoz ile iliskili olup ista-
tistiksel calismalarda bagimsiz degisken olarak yer almaktadir.
lyi tariflenen anatomik ve patolojik 6zellikler esas alindiginda;
polipoid kanserlere kiyasla sesil ve ilsere timorlerde progno-
zun daha koti oldugu bilinmektedir. Histopatolojik olarak barsak
duvari boyunca derin infiltrasyon, az differansiasyon, tash yi-
ziik hiicreli, miisindz, adenoskuamdz, kiiciik hiicreli ve anaplastik
karsinom morfolojisi kétii prognoz gostergesidir [9,10].

Son yillarda ise tiimérlerin anatomik ve patolojik 6zelliklerinin
yaninda molekiler 6zelliklerinin de biyolojik davranisi ve teda-
viye yaniti belirleme de énemli oldugu tartisiimaktadir. Orne-
gin timorin epidermal biiyiime faktori ekspresyon durumu bir
epidermal blytme faktori reseptori antikoru olan setuksimab’a
yaniti belirleyebilmektedir [11,12]. K-ras mutasyonunun olup ol-
mamasi da setuksimab’a yaniti etkileyen faktérlerdendir [13,14].
Bununla birlikte bu molekiiler belirtecler tiim tiimorlerde goste-
rilememektedir ve bazi timoérlerde de sinirli prognostik anlam-
ihg oldugu bilinmektedir. Calismamizda apopitotik yolaklarda
onemli rol oynayan Bcl-2'nin kolon kanserli hastalarda ekspres-
yonu arastirildi. Kolon kanserinde Bcl-2 ekspresyonu ile prog-
nostik rolii daha énce gosterilmis olan diger faktorler arasinda
anlamli iliski saptanmadi.

Kolorektal kanserlerde apopitotik belirtecler olan p53 ve Bcl-2
ekspresyonunun arastirildigl Zhao ve ark. [15] yaptig calisma-
da 93 hastanin %57’sinde Bcl-2 ekspresyonu pozitif olarak sap-
tanmis ve lenf nodu tutulumu olan hastalarda Bcl-2 ekspresyo-
nunun dusik oldugu gosterilmistir. Scopa ve ark. [16] Ki-67 ile
birlikte Bcl-2 ekspresyonunu arastirdiklari calismalarinda Bcl-2
ekspresyonu 65% olarak saptanmis ve dusik dereceli timori
olan ve erken evre hastalarda Bcl-2 ekspresyonunun daha faz-
la oldugu gostermislerdir. Bu iki calisma Bcl-2 ekspresyonunun
erken evre hastalik ile iliskili oldugunu géstermektedir. Bu so-
nuclara benzer olarak Bcl-2 ekspresyonunun olmamasinin me-
tastazla iligkili oldugu gosterilmistir [17]. Caismamizda istatik-
sel anlamli fark gésterilmemesine ragmen bcl-2 pozitif metas-
tatik hastalarin orani %28.6 iken Bcl-2 negatif hastalarda bu
orani %44.4 idi.

Bcl-2 ekspresyonunun daha iyi prognozla iliskili oldugunu goste-
ren llyas ve ark [18]. yaptigi calismada calismamiza benzer ola-
rak cinsiyet, yas, T evresi, hastalik evresi ile Bcl-2 ekspresyonu
arasinda iliski olmadigi gosterilmistir. Diger bir calismada ise
Bcl-2 ekspresyonunun timor rekirrensi ile iliskili oldugu goste-
rilmistir [19].

Bcl-2 ekspresyon oranlarinin daha dusik saptandig calismalar
da vardir. Bcl-2 ekspresyonu ile metastaz arasindaki iliskiyi gos-
teren Ogura ve ark.’nin [20] calismasindabu oran %31 olarak bu-
lunmustur. Kolorektal kanser gelisiminde apoptotik belirtecleri-
nin arastirildig bir calismada ise %29 oraninda bcl-2 ekspres-
yonu gosterilmistir [21]. Ofner ve ark. [22] ise %5 ve Uzerindeki
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Bcl-2 ekspresyon oranini calismamiza benzer sekilde %11.2 ola-
rak tespit etmislerdir. Calismalar arasindaki bu farkliigin hasta
sayilari yaninda kullanilan yontem ve cut-off degerinin farkli ol-
masindan kaynaklandigini disiiniyoruz.

Calismamizda Bcl-2 ekspresyonunun, istatistiksel anlamliliga
ulasmasa da erken hastalikla ilgili oldugu y6niinde bulgular elde
ettik. Istatistiksel olarak anlamli bir fark gésteremeyisimizin ne-
deninin calismaya alinan hasta sayisinin ve Bcl-2 pozitif has-
ta sayisinin azhgr oldugunu disiiniyoruz. Bcl-2 kolay erisilebi-
lir, ucuz ve kullamimi kolay bir prognostik belirtectir. Kolon kan-
serli hastalarinin prognozunu belirlemede Bcl-2’nin immiinohis-
tokimya ile ekspresyonunun gosterilmesinin roliiniin olabilecegi-
ni dlistindiyoruz.
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